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Fungos mineralizadores de fitato isolados da
rizosfera de milho
Introdução
A aquisição de fósforo (P) é primordial para o crescimento e o
desenvolvimento dos vegetais, desempenhando importantes papéis em
funções fisiológicas básicas (Raghothama, 1999). Entretanto, P é um dos
nutrientes mais limitantes para o crescimento de plantas, embora seja
abundante no solo tanto na forma orgânica (Po) quanto na inorgânica (Pi)
(Gyaneshwar et al., 2002). A escassez é devido ao fato deste mineral ter uma
difusão muito pequena na maioria dos solos, seus íons serem altamente
reativos com numerosos constituintes do solo (Hinsinger, 2001) e as plantas









. Apenas uma pequena quantidade
destes íons, entre 0,1 e 10 µM (Raghothama, 1999; Frossard et al., 2000),
está disponível na fase líquida do solo. Para manter um crescimento saudável,
plantas necessitam, no mínimo, entre 5 e 60 µM de P, dependendo da espécie
(Föhse et al., 1988). Estima-se que 5,7 bilhões de hectares ao redor do
mundo contenham quantidades insuficientes de P para um ótimo crescimento
de lavouras (Batjes, 1997).
Para resolver o problema da deficiência de P e manter um ótimo rendimento
agrícola, mais de 30 milhões de toneladas de fertilizantes fosfatados por ano
são adicionados aos solos no mundo inteiro (IFIA, 2006). Baseado no atual
consumo de fertilizantes fosfatados estima-se uma durabilidade de, no
máximo, 90 anos para as fontes de P utilizadas para a produção de
suprimentos agrícolas (Güsewell, 2004; Lenton, 2001; Raghothama, 1999). A
produção de fertilizantes químicos fosfatados é um processo altamente
energético custando em torno de quatro bilhões de dólares por ano para
atender às necessidades globais (Goldstein et al., 1993). A situação é ainda
mais complicada pelo fato de que entre 75% e 90% dos fertilizantes aplicados
no solo (Stevenson, 1986) tornam-se rapidamente indisponíveis para a
utilização pelas plantas. A ligação destes fertilizantes a cátions e a compostos
orgânicos é a causa dessa indisponibilidade. Este acúmulo de fertilizantes
fosfatados em regiões agrícolas é potencialmente poluente (Abselson 1999;
Miller et al. 2001) e tem causado sérios danos ao meio ambiente. A lixiviação
destes fertilizantes gera eutrofização (Raghotama, 1999), hipoxia (Vance et al.,
2003) e, consequentemente, degradação de ecossistemas, principalmente os
aquáticos.
O P orgânico representa até 80% do total de P presente nos solos, sendo que
50% deste estão na forma de fitato. Esta forma de P orgânico parece ser
utilizada apenas marginalmente pelas plantas (Adams and Pate, 1992;
Findenegg & Nelemans, 1993; Hayes et al., 2000; Richardson et al., 2000).
Associação de micro-organismos e plantas ao nível da rizosfera é de
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fundamental importância para aumentar a
hidrólise do fitato e, consequentemente,
disponibilizar uma maior quantidade de P para
as plantas.
A cultura do milho
O milho (Zea mays) é um dos cereais mais
produzidos no mundo, sendo que o Brasil é o
terceiro maior produtor, com 51.830.670
toneladas do grão na safra de 2007 (IBGE,
2008). O milho é um cereal cuja cultura vem
crescendo extensamente no mundo. Hoje,
trata-se da forragem mais importante entre os
cereais, tanto em países industrializados como
naqueles em desenvolvimento. Sua utilização
na alimentação é bem diversificada devido ao
alto conteúdo de amido (71,5%) e teores
significativos de proteínas (10,3%), lipídeos
(4,8%) e açúcares (2,%) (Lopes, 2005).
Milhões de pessoas em regiões tropicais e
subtropicais do mundo dependem do milho
para sua subsistência. Nestas áreas, a
produtividade das colheitas é frequentemente
baixa. As principais causas são estresses
bióticos, abióticos e limitações nutricionais
(O’Connor-Sanchez et al., 2002).
A limitação da terra produtiva, os recursos de
água, os estresses ambientais e o grande
crescimento da população ocasionam uma
grande demanda no aumento da produção de
milho, bem como na sua qualidade (Huang &
Wei, 2004). O grande desafio para a elevação
do rendimento agrícola e o aumento da
competitividade do milho produzido no Brasil é
o ajuste de sistemas de produção, de forma a
gerar melhorias na produtividade. Dentre as
melhorias necessárias, podem ser citadas a
produção de grãos com maior resistência a
pragas e a doenças e mais tolerantes a
diferentes estresses bióticos e abióticos. Entre
os estresses minerais ou nutricionais que mais
comprometem a produtividade do milho
destacam-se as deficiências de fósforo e
nitrogênio. A aquisição de fósforo é primordial
para o crescimento e o desenvolvimento da
planta. Plantas absorvem fosfato apenas na
forma inorgânica (Pi). No entanto, o Pi é um dos
nutrientes que raramente se apresenta no solo
em quantidades necessárias requeridas pelas
plantas devido à sua ligação a cátions e a
compostos orgânicos. O P ligado a compostos
orgânicos representa até 80% do total de P
presente nos solos, sendo que 50% deste estão
na forma de fitato.
Fósforo
O fósforo (P) é um macronutriente essencial para
o crescimento e o desenvolvimento de todos os
organismos (Figura 1). Ele está envolvido em
funções básicas como na formação de ácidos
nucléicos, fosfolipídios, metabolismo energético,
ativação de metabolismo intermediário e
regulação enzimática através das cascatas de
tradução de sinais (Abel et al., 2002; Rausch &
Bucher, 2002; Schünmann et al., 2004). Desta
forma, a deficiência de P pode ser considerada o
maior fator limitante para o desenvolvimento de
plantas em ecossistemas naturais. Para garantir
a sobrevivência em solos com baixas concentra-
ções de P, as plantas desenvolveram diversos
mecanismos de adaptação (Muchal, 1999;
Karthikeyan et al., 2002).
Estes mecanismos de adaptação são
observados como modificações morfológicas,
fisiológicas, bioquímicas e moleculares, tais
como modificações na anatomia da raiz, acúmulo
de pigmentos de antocianina, secreção de
fosfomonoesterases e ácidos orgânicos na
rizosfera (Fan et al., 2003; Ligaba et al., 2004;
Lopez-Bucio et al., 2000; Rausch & Bucher,
2002). A assimilação, armazenamento e
metabolismo do P são processos altamente
regulados que afetam diretamente o crescimento,
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Figura 1. Utilização de P por diferentes genótipos de milho. (A) Genótipo eficiente; (B) Genótipo ineficiente.
A B
o desenvolvimento e, consequentemente, a
produção da planta (Abel et al., 2002).
A deficiência de P pode gerar diversos distúrbios
metabólicos que levam à queda da produtividade
e até à inviabilidade da cultura. Wasaki et al.
(2003) enumeram estas mudanças metabólicas
como (1) aceleração da provisão de carbono para
síntese de ácidos orgânicos por meio da glicólise,
(2) alterações do metabolismo de lipídio, (3)
remobilização de fosfolipídios da parede celular e
(4) mudanças de expressão de genes
relacionados à resposta para elementos
metálicos, como o Al, Fe e Zn.
Para promover um aumento de produtividade
agrícola, grandes quantidades de fertilizantes
fosfatados são aplicadas nestas áreas a cada
ano, mas somente 10% a 20% do total são
prontamente utilizados pelas plantas (Holford,
1997). O uso indiscriminado de fertilizantes
fosfatados vem aumentando progressivamente
desde 1960 (Vance et al., 2003). Se o aumento do
consumo de adubos fosfatados continuar
acontecendo, prevê-se que as fontes de Pi se
esgotem até 2050 (Güsewell, 2004; Lenton, 2001;
Raghotama, 1999; Vance et al., 2003).
O P total é acumulado na natureza nas formas
orgânica (Po) ou inorgânica (Pi). Pi no solo ocorre
na forma de ânions de fosfato, os quais em solos
ácidos são altamente reativos com os óxidos de
ferro (Fe), alumínio (Al) e silicatos de alumínio,
enquanto que em solos alcalinos formam
precipitados pouco solúveis com carbonatos de
cálcio (Ca) (Sanyal & De Datta, 1991). Em
regiões tropicais e subtropicais as características
geoquímicas do solo favorecem uma maior
retenção dos íons de fosfato pelos constituintes
sólidos do solo.
O P orgânico compreende entre 20% e 80% do
total de P presente nos solos (Bieleski 1973;
Dalal, 1977). Os principais componentes de P
orgânico no solo, identificados por ressonância
magnética (RNM31P), são os ortofosfatos de
monoésteres [RO-PO
3
], os ortofosfatos de
diésteres [R-O-PO
2
-O-R’] e os fosfonatos [R-
PO
4
]. Os ortofosfatos de monoésteres são as
formas predominantes de P orgânico em extratos
de solos (Guggenberger et al., 1996; Magid et al.,
1996), sendo que o principal componente são os
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fosfatos de inositol (ésteres de
hexaidroxibenzeno), desde mono até hexafosfato
de inositol (Figura 2). De particular importância é
a ocorrência no solo de P orgânico na forma de
ácido hexafosfático de myo inositol ou fitato,
provavelmente devido a maior estabilidade dessa
forma no solo.
em alguns casos não está correlacionada com a
habilidade de solubilizar fosfato mineral (Subba
Rao, 1982)
Fitases
Fitatos representam até 60% do total de P
orgânico no solo (Mudge et al. 2003; Iyamuremye
& Dick 1996; Dalal, 1977). Entretanto, esta forma
de P orgânico, parece ser utilizada apenas
marginalmente pelas plantas (Adams and Pate,
1992; Findenegg & Nelemans, 1993; Hayes et al.,
2000; Richardson et al., 2000).
Fosfatases são requeridas para a hidrólise de
formas orgânicas de fosfato presentes no solo e
liberação do Pi (Raghothama, 1999). Uma grande
variedade de fosfatases com diferentes
especificidades tem sido caracterizadas em
raízes de plantas (Tandano & Sakai, 1991) e
micro-organismos do solo (Richardson, 1994).
Estas incluem as fitases (myo-inositol
hexaphosphate phosphohydrolases) que são
enzimas que pertencem à família das fosfatases
ácidas e compartilham uma sequência
aminoacídica padrão [LIVM]-X-X-[LIVMA]-X-X-
[LIVM]-X-R-H-[GN]-X-R-X-[PAS]. Fitases são
capazes de catalisar a hidrólise de ligações
fosfomonoester do fitato (sais de myo-inositol
hexaphosphate ou myo-inositol 1,2,3,4,5,6-
hexadihydrogen phosphate), criando formas
menos complexas de myo-inositol fosfato e
fosfato inorgânico. Fitases são agrupadas de
acordo com a posição do grupo fosfato ester na
molécula do fitato, onde a hidrólise enzimática é
iniciada, como 3-fitase (EC 3.1.3.8) de micro-
organismos ou 6-fitases (EC3.1.3.26) de plantas
(Wodzinski & Ullah, 1996).
No estudo das fitases muita atenção tem sido
dada ao seu uso como um aditivo na ração
animal porque o fitato presente nas sementes de
plantas não é digerido pelos animais
monogástricos (revisado por Wodzinski and Ullah
1996; Brinch-Pedersen et al. 2000). Entretanto, a
contribuição de fitases provenientes de raízes ou
de micro-organismos do solo para a nutrição de
Muitas plantas são beneficiadas, sob a deficiência
em P, pela associação com micro-organismos.
Esta associação pode resultar em um melhor
acesso ou disponibilização para as plantas de
fontes de P insolúveis. O envolvimento de micro-
organismos na solubilização de fosfatos
inorgânicos é conhecido há bastante tempo,
desde 1903 (Kucey et al., 1989). Micro-
organismos solubilizadores de fosfato (MSP)
estão presentes em diversos ambientes e seu
número é bastante variável. Nos solos, bactérias
solubilizadoras de fosfato constituem 1-50% e
fungos, 0.5-0.1% do total da população. Em geral,
bactérias solubilizadoras de P estão em maior
número do que os fungos (Banik e Dey, 1982;
Kucey, 1983; Kucey et al., 1989). A maioria dos
MSP solubilizam complexos de Ca-P e apenas
poucos podem solubilizar Fe-P e Al-P (Kucey et
al., 1989). A capacidade dos MSP de solubilizar
complexos de Ca-P tem sido atribuída à sua
habilidade de reduzir o pH pela liberação de
ácidos orgânicos ou prótons. Os ácidos
orgânicos secretados podem diretamente
dissolver o fosfato mineral ou quelar íons de Fe
ou Al associados com o fosfato. Entretanto,
acidificação não parece ser o único mecanismo
de solubilização, pois a habilidade de reduzir o pH
Figura 2. Ácido Fítico
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plantas permanece pouco entendida. Um
aumento da atividade de fosfatases em resposta
à deficiência de Pi e altos níveis de atividade
dentro da rizosfera, comparado com o restante
do solo, são percebidos como evidências para o
envolvimento destas enzimas na nutrição de
plantas (Hayes et al.,1999; Hubel & Beck, 1996; Li
et al., 1997).
Utilização de fitato pelas plantas e
micro-organismos da rizosfera
Para se tornar disponível para as plantas, o P
orgânico precisa ser desfosforilado por fosfatases
porque as plantas utilizam o fosfato apenas na
forma inorgânica (Pi) (Richardson, 2001). O solo
presente na vizinhança das raízes – denominado
de rizosfera – é caracterizado como uma área de
alta densidade microbiana, sendo a estimulação
do crescimento microbiano pelas raízes
comumente conhecido como efeito rizosfera.  Na
rizosfera, substâncias orgânicas (açúcares,
ácidos orgânicos, polissacarídeos etc) são
exudadas da raiz para o solo, onde são utilizados
pelos micro-organismos como fontes de carbono
e energia para o crescimento e reprodução
(Whipps, 1990).  A atividade de fosfatases é alta
na rizosfera, tornando esta área uma zona de
degradação e consumo de P orgânico,
principalmente fitatos (Tarafdar and Jungk,1987).
Em geral, muitas espécies de plantas não
utilizam o fitato como uma fonte de P porque não
possuem uma fitase extracelular; em Arabidopsis
thaliana, fitase constitui menos de 0,8% da
atividade total de fosfomonoesterase ácidas
presente nas raízes e não foi detectada como
uma enzima extracelular (Richardson et al.,
2000). Entretanto, quando fitases (Hayes et al.,
2000; Richardson et al., 2000; Idriss et al., 2002)
são adicionadas ao meio de crescimento, plantas
são capazes de crescer, in vitro, utilizando fitato
como única fonte de P.
Embora bactérias que utilizem o ácido fítico (Na-
IHP) possam ser encontradas tanto em solos
cultivados como em solos alagados, pastagens e
florestas (Richardson and Hadobas,1997), a
utilização do fitato, presente no solo, pelas
plantas e micro-organismos é geralmente
limitada. Pouca informação existe relacionando
micro-organismos produtores de fitase, presentes
na rizosfera, e o crescimento vegetal.
Uma equipe multidisciplinar da Embrapa Milho e
Sorgo vêm isolando e caracterizando
molecularmente micro-organismos, obtidos a
partir de amostras de solo rizosférico de plantas
de milho cultivadas no Cerrado, capazes de
mineralizar o fitato. O objetivo deste estudo é a
utilização eficiente destes micro-organismos ou
de seus genes para a geração de novas
tecnologias, que reduzirão o custo da produção e
o impacto ambiental da atividade agrícola.
Amostragem do solo da rizosfera de
milho
Raízes de plantas de milho crescidas em áreas
experimentais da Embrapa Milho e Sorgo (Sete
Lagoas-MG) têm sido coletadas 60 dias após a
germinação. Solo da rizosfera é coletado de
acordo Ishizawa et al. (1957) de plantas
escolhidas ao acaso; as raízes são removidas do
campo e imersas em bekers contendo água
estéril. Depois de 20 minutos, elas são
transferidas para novos recipientes e gentilmente
sacudidas para remover o solo restante; esta
suspensão de solo aderido às raízes representa o
solo rizosférico. De cada amostra, diluições
seriadas de 10X são preparadas utilizando uma
solução de 0,9% NaCl.
Isolamento de fungos da rizosfera
capazes de utilizarem fitato
O meio para o isolamento de micro-organismos
capazes de utilizarem fitato (Na-IHP - ácido fítico:
Inositolhexaphosphoric acid dodecasodium sal
extraído do arroz, Sigma) como fonte de
nutrientes foi o desenvolvido por Richardson &
Hadobas (1997), que contém (por litro) 10 g Na-
IHP, 1.0 g (NH4)2SO4, 0.1 g MgSO4·7H2O, 7.0 g
KCl, 0.1 g CaCl2·2H2O, 1.0 mL 0.1 M FeNa-EDTA,
1.0 mL solução de elementos traço (por litro: 15.0
g Na2EDTA·2H2O, 0.43 g ZnSO4·7H2O, 0.24 g
CoCl2·6H2O, 0.99 g MnCl2·4H2O, 0.22 g
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Na2MoO4·2H2O, 0.19 g NiCl2·6H2O, 0.08 g
Na2SeO3·6H2O, 0.15 g H3BO4), 1.5% agar e 0.01
g l-1 bromocresol green como um indicador de pH.
Para isolar os micro-organismos capazes de
utilizar Na-IHP, diferentes quantidades das dilui-
ções são plaqueadas no meio de cultivo descrito.
A capacidade dos micro-organismos de utilizarem
fitato é estimada pela sua capacidade de cresci-
mento em meio sólido e líquido contendo quanti-
dade limitante de fitato (1mM Na-IHP). Neste
trabalho já foram isolados, de meio sólido conten-
do fitato, 85 fungos (Figura 3). Observou-se que
apenas 32,5% dos fungos foram capazes de
crescer no meio de cultivo líquido. De acordo com
Gargova et al. (1997), micro-organismos quando
cultivados em meio sólido podem produzir diver-
sos ácidos que diminuem o pH nas proximidades
das colônias, resultando na liberação de uma
quantidade de fósforo suficiente para o cresci-
mento microbiano e, portanto, independente de
atividade de fitase microbiana. Ademais,
Richardson & Hadobas (1997) sugeriram que o
número de micro-organismos determinados
usando crescimento microbiano apenas em meio
sólido é superestimado com relação à proporção
de micro-organismos que realmente utilizam
fitato. Segundo estes autores, é possível que esta
discrepância seja, em parte, devido à presença
no ágar de pequenas quantidades de Pi.
Caracterização molecular dos fungos
capazes de utilizarem fitato
Para a caracterização molecular DNA total dos
fungos isolados é amplificado utilizando os
primers universais para rDNA ITS1 e ITS4 (White
et al., 1990). As amplificações são realizadas
empregando-se 25 ng de DNA genômico, 2,5 M
de MgCl
2
, 0,2 µl de Taq DNA polimerase
(Invitrogen), 1,0 µl de dNTP, 50mM de KCl, 10mM
Tris-HCl e 0,2 mM de cada oligonucleotídeo. A
reação é realizada em termociclador modelo
(Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT) programado
para uma desnaturação inicial de 4 minutos a
95ºC, seguido o ciclo de desnaturação 95ºC por
30 segundos, 46ºC por 1 minuto e 72ºC por 30
segundos, durante 25 ciclos, com uma extensão
final a 72ºC por 10 minutos. Os produtos de
amplificação são separados por eletroforese a
100 Volts por 2 horas, em gel de agarose 1,0%
utilizando tampão TAE 1X (40 mM Tris-acetato; 1
mM EDTA, pH 8,0). As bandas amplificadas para
os diversos fungos são eluídas do gel utilizando o
kit Gene Clean (Q-Bio Gene – USA). O
sequenciamento dos fragmentos amplificados é
feito em um sequenciador automático ABI 3100.
As sequências obtidas são analisadas e
comparadas com sequências depositadas no
GenBank Nucleotide Database utilizando os
programas BLAST e Clustal 1.6 (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/).
Dentre os fungos já sequenciados, neste
trabalho, foram encontrados mineralizadores de
fitato dos gêneros Aspergillus, Penicillium,
Eupenicillium, Paecilomyces, Talaromyces,
Mucor e Fusarium.
Estudos de isolamento e caracterização de
diferentes grupos de micro-organismos que
possuem atividade de fitase têm sido publicados.
Gargova et al. (1997) avaliaram 203 fungos dos
gêneros Aspergillus, Penicillim, Mucor e Rhizopus
e selecionaram uma espécie de Aspergillus com
alta eficiência de produção de fitase extracelular.
Com base nos resultados preliminares
apresentados é possível concluir que a rizosfera
Figura 3. Fungos crescendo em meio de cultivo
utilizando fitato como única fonte de P.
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do milho é colonizada por fungos capazes de
utilizar fitato como fonte de P e que estes
microrganismos poderão, futuramente, ser
utilizados como inoculantes, fontes de genes ou
de enzimas para o bioprocessamento de fontes
orgânicas de P.
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